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A regeneração tecidual é um processo biológico inteiramente dependente do 
suporte de oxigênio e nutrientes e ocorre pelo brotamento de uma nova vasculatura no local da 
lesão através da angiogênese. Aqui, nós propomos que a expressão de Nf2f2 é um pré-requisito 
para a regeneração, precisamente através do seu papel no controle da angiogênese. Primeiro, 
nós encontramos 2.222 genes co-regulados com assinatura gênica de Nr2f2 na condição 
regenerativa transiente do coração camundongo, sugerindo que o NR2F2 pode regular a 
resposta regenerativa cardíaca. Ao analisar o conjunto de dados de RNA-seq e ChIP-seq 
disponíveis publicamente, descobrimos uma forte correlação entre a expressão de Nr2f2 e os 
tecidos capazes de regeneração epimórfica. Ao procurar por genes potencialmente induzidos e 
reprimidos por Nr2f2 em uma rede regulação gênica, nós encontramos muitos genes alvos 
diretos e indiretos de NR2F2 enriquecidos em termos de ontologia gênica (GO) para 
angiogênese e vias de sinalização pro-angiogênicas já conhecidas. Juntos, nossos resultados 
fornecem evidências fortes de que a maioria, se não todos, os processos de regeneração tecidual 
em mamíferos dependem da expressão de Nr2f2 em células endoteliais, para promover a 


























Tissue regeneration is a biological process entirely dependent on support of oxygen 
and nutrients by the sprouting of a new vasculature in local injury through angiogenesis. Here, 
we propose that Nf2f2 expression is prerequisite to regeneration, precisely through its role in 
controlling angiogenesis. First, we found 2.222 co-regulated genes with Nr2f2 signature in heart 
transient regenerative condition in mouse, suggesting that NR2F2 may regulate cardiac 
regenerative response. By analyzing RNA-seq and ChIP-seq dataset publicly available, we 
discovered a strong correlation between Nr2f2 expression and tissues capable of epimorphic 
regeneration. By looking for potential genes induced and repressed by Nr2f2 in a gene 
regulatory network, we found many NR2F2 direct and indirect target genes enriched in 
angiogenesis GO terms and known pro-angiogenic signaling pathways. Taking together, our 
results provide strong evidences that most, if not all, process of tissue regeneration in mammals 
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1.1 O fator de transcrição NR2F2 
 
Nr2f2 é o receptor 2 da família de receptores nucleares pertencente à superfamília 
dos receptores esteroides com sequência e funções altamente conservados nos animais (Lin et 
al., 2011). Também conhecido chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor II - 
Coup-TFII), este fator desempenha papel central em muitos processos biológicos essenciais 
para o desenvolvimento do embrião, tal como na organogênese, adipogênese, condrogênese, 
metabolismo, desenvolvimento neural, funções reprodutivas femininas, angiogênese e 
desenvolvimento do coração (Tsai et al. 1997; Pereira et al., 1999; Wu et al., 2013; Li et al., 
2013; Naka et al., 2008; Xie et al., 2011; Lin et al., 2011; Xu et al., 2015; Wu et al., 2016). Em 
geral, NR2F2 atua nesses diferentes processos biológicos através da sua capacidade de controlar 
a proliferação celular e as decisões de destino celular, controlando redes de regulação gênica 
envolvendo um grande número de genes alvo diretos e indiretos de NR2F2 (Wu et al. 2013; Lin 
et al., 2010; Pipaón et al., 1999; Qin et al., 2010a, 2010b; Tang et al., 2010, 2012; Xie et al., 
2011; Yu et al., 2012). 
 
1.2 Funções de NR2F2 
1.2.1 NR2F2 na proliferação e diferenciação celular  
 
Nr2f2 possui um papel importante no processo de proliferação celular em diferentes 
contextos celulares. Em células granulares no bulbo olfativo de camundongos, em condições 
normais, NR2F2 e o seu parálogo, NR2F1, regulam a proliferação, migração e sobrevivência 
de uma subpopulação destas células (Zhou et al., 2015). NR2F2 também modula a proliferação 
e sobrevivência de células de grânulos no cerebelo de rato (Chen et al., 2012). Na condição de 
tumor, NR2F2 inibe a proliferação celular e aumenta a apoptose em células de carcinoma renal 
através da repressão do gene supressor de tumor BRCA1 (Zheng et al., 2016). NR2F2 também 
coordena a proliferação, a migração e a remodelação vascular de células endoteliais regulando 
a transcrição de três genes essenciais para a função endotelial, E2F1, VEGFR-1 e ANG-1 (Qin 
et al., 2010a; Qin et al., 2010b; Chen et al., 2012). NR2F2 também tem papel importante na 
modulação da diferenciação de células mesenquimais, NR2F2 controla a plasticidade dos 
precursores mesenquimais através da modulação combinada da via de sinalização Wnt, 
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atividade de Runx2, e também da expressão de PPARγ e Sox9 (Xie et al., 2011), regulando 
assim a adipogênese e formação de gordura (Li et al., 2009).   
 
1.2.2 NR2F2 no desenvolvimento cardíaco de camundongos 
 
Uma das funções mais proeminentes de Nr2f2 é o estabelecimento do sistema 
vascular. Camundongos homozigotos mutantes para Nr2f2 apresentam malformações nas veias 
anteriores e cardinais e morreram no estágio embrionário E10, devido a grave hemorragia no 
prosencéfalo e coração (Pereira et al., 1999). Durante o desenvolvimento embrionário Nr2f2 é 
expresso em células endoteliais atriais e ventriculares do epicárdio e endocárdio (Pereira et al., 
1999; Lin et al., 2012). No miocárdio, além de sua expressão em células endoteliais, Nr2f2 é 
expresso em cardiomiócitos atriais. A expressão de NR2F2 em células precursoras de 
cardiomiócitos é determinante para o estabelecimento da identidade de cardiomiócitos atriais, 
com NR2F2 ativando genes de especificação atrial e reprimindo genes de especificação 
ventricular (Wu et al., 2013). O coração embrionário de camundongos nocautes para NR2F2 
possui falha no desenvolvimento atrial e desenvolve um ventrículo expandido, como uma 
consequência da falta de ativação do programa atrial e uma falta de repressão do programa 
ventricular (Pereira et al. 1999; Wu et al., 2013). 
 
1.1.3 NR2F2 no desenvolvimento cardíaco em humanos 
 
Pesquisadores do Wellcome Trust Sanger Institute (Cambridge, Reino Unido) 
identificaram variantes de transcritos do receptor nuclear Nr2f2 que, quando expressos, causam 
defeitos cardíacos congênitos em humanos (Turki et al., 2014). Neste trabalho, os autores 
verificaram que os variantes raros de Nr2f2 alteram a expressão de genes alvos de NR2F2 em 
células HEK293. A região promotora do gene Ngfi-a, um conhecido alvo direto de NR2F2, foi 
clonada para dirigir a expressão da luciferase em células HEK293, onde a ação regulatória dos 
variantes raros de Nr2f2 foi comparada com o alelo selvagem. Dos cinco variantes 
identificados, dois deles promoveram uma ativação maior do promotor, enquanto que outros 
dois promoveram uma menor ativação. Por se tratar de um fator de transcrição, acredita-se que 
qualquer variação em sua capacidade regulatória pode gerar grandes alterações fenotípicas, uma 
vez que este efeito poderá ser amplificado ao longo da cascata sequencial de regulação gênica 
controlada pelo fator. 
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Wu et al., (2015). realizaram análises de expressão gênica diferencial entre failing 
e non-failing human ventricles, através de dados públicos de Microarray. Eles observaram uma 
forte correlação entre a elevada expressão de Nr2f2 e os corações falhos (failure), sugerindo 
um efeito causal entre a alta expressão de Nr2f2 durante o desenvolvimento embrionário e 
cardiomiopatias. Comparando a atividade de NR2F2 e os níveis de expressão de genes de 
interesse, eles acharam uma significativa correlação inversa entre a atividade de NR2F2 e níveis 
de muitos genes mitocondriais que codificam enzimas da cadeia de transporte de elétrons. Além 
disso, genes de dinâmica mitrocondrial como Mfn2, Opa1 e Pink1 também estão negativamente 
correlacionados com as atividades de NR2F2. Correlações inversas também foram encontradas 
entre as atividades e expressão de NR2F2 e níveis de expressão de genes de metabolismo 
energético, incluindo genes catabólicos de ácidos graxos Fabp3, Mlycd, Acadvl, Acadm, Acads 
e Acaa2, genes do metabolismo de glicose, Slc2a4, Pfkm, Ldhb e Pdk2 e os principais 
reguladores metabólicos ERRα, ERRγ e PPARα. Isto demonstra que a elevada e anormal 
expressão e atividade de NR2F2 suprimem funções mitocondriais e homeostase em pacientes. 
Assim eles concluíram que NR2F2 reprime importantes genes para a atividade enzimática da 
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, desintoxicação por estresse oxidativo e dinâmica 
mitocondrial, resultando em níveis aumentados de espécies reativas de oxigênio e menores 
taxas de consumo de oxigênio nas mitocôndrias, levando às cardiomiopatias (heart failure). 
 
 1.1.4  RRG atrial controlada por NR2F2 
 
Uma rede de regulação gênica controlada por NR2F2 durante o desenvolvimento 
cardíaco foi caracterizada em camundongos (Wu et al., 2013). Os autores mostraram que o 
nocaute de Nr2f2 resultou na conversão de cardiomiócitos atriais em cardiomiócitos 
ventriculares, e quando analisaram genes diferencialmente expressos nestes dois tipos celulares, 
descobriram que a ausência de Nr2f2 nas células atriais alterou a expressão de praticamente 
metade (45,4%) de todos os genes diferencialmente expressos entre cardiomiócitos atriais e 
cardiomiócitos ventriculares. A perda de Nr2f2 resultou na redução da expressão de mais de 
mil genes atriais, enquanto cerca de 800 genes ventriculares tiveram sua expressão aumentada 
nos cardiomiócitos atriais sem Nr2f2. Análise de ChIP-seq em tecido atrial de camundongos 
E13.5 revelou que Nr2f2 determina o destino atrial nos cardiomiócitos através da ligação direta 
em regiões promotores (enhancers) de uma ampla gama de genes que possuem papel 
fundamental no desenvolvimento e fisiologia atrial (Wu et al., 2013). 
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Em mais detalhes, o trabalho identificou um papel direto de NR2F2 na repressão 
de Id2, que é expresso no sistema de condução ventricular, incluindo o feixe atrioventricular e 
os ramos do feixe, e é necessário para o desenvolvimento do sistema de condução ventricular 
(Moskowitz et al., 2007), assim previne o desenvolvimento anormal do sistema de condução 
ventricular no átrio. Ainda segundo o Chip-seq, NR2F2 pode regular a diferenciação celular 
através da via histone deacetylase-myocyte enhancer factor 2 (HDAC-MEF2), estes fatores 
transcricionais MEF2 tem se mostrado críticos para a regulação da diferenciação no coração 
(Potthoff and Olson, 2007). Os sítios de ligação de NR2F2 são encontrados no locus genômico 
de Hdac9, Mef2d e Camk2d, evidências indicam que estes genes têm a capacidade do controle 
na decisão do destino celular (Della Gaspera et al., 2012; Sagasti et al., 2001; Tao et al., 2007). 
Eles também encontraram sítios de ligação de NR2F2 no locus genômico de muitos genes da 
via de sinalização do cálcio, uma importante via que transduz sinais pela via HDAC-MEF2 para 
regular o desenvolvimento do coração (Potthoff and Olson, 2007). Uma outra função de NR2F2 
encontrada no estudo foi de modular diretamente a expressão de genes que codificam 
reguladores fisiológicos imediatos para função atrial, exemplo disso é a regulação por supressão 
do gene MLC2v, crucial para identidade ventricular que também codifica componente essencial 
nas fibras musculares. 
 
1.3 Potencial envolvimento de NR2F2 na regeneração tecidual 
 
Embora nunca tenha sido correlacionado com a regeneração tecidual, os processos 
em que NR2F2 atua durante o desenvolvimento são processos importantes para a regeneração, 
como proliferação e diferenciação celular, angiogênese e morte ou sobrevivência celular. 
Portanto, é tentador idealizar que, durante o processo de reestabelecimento da homeostase 
tecidual após perdas teciduais, mecanismos atuantes durante o desenvolvimento, dependentes 
de NR2F2, possam estar sendo atuantes e virem a ser poderosos alvos para tratamentos que 
favoreçam ou possibilitem a capacidade regenerativa tecidual em mamíferos.  
 
1.4  Regeneração em mamíferos 
 
A regeneração tecidual é o processo que restabelece as características morfológicas 
e funcionais do tecido removido ou ferido. A regeneração é realizada por diferentes processos, 
que variam qualitativa e quantitativamente de espécies para espécies. No entanto, existem 
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alguns processos que são comuns para todas as espécies, como inflamação, proliferação celular, 
migração, diferenciação celular e angiogênese (Fausto et al., 2006; Lin, 2006; Böhm et al., 
2010; Blanks et al., 2013; Bukowska et al., 2015; Andrades, 2013; Hankenson et al., 2011). O 
tecido ferido inicia a regeneração através da proliferação e diferenciação celular para 
restabelecer a homeostase tecidual, processos que exigem uma grande quantidade de energia e 
oxigênio, obtidos pelo restabelecimento da vasculatura local. 
 
1.4.1 Regeneração de órgãos  
 
Em geral, a regeneração é controlada por redes de regulação que envolvem muitos 
fatores como citoquinas, fatores de crescimento e  fatores de transcrição. Estas redes de 
regulação gênicas (RRG) geram uma grande quantidade de moléculas importantes que 
interagem e dirigem cascatas de regulação através das vias de sinalização, desta forma as RRG 
controlam processos centrais ligados à regeneração de órgãos em várias espécies (Fausto et al., 
2006 ; Rodius et al., 2016; Sousounis et al. 2014; Forbes & Rosenthal, 2014).  
 
1.4.1.1 Regeneração do fígado 
 
O fígado tem a interessante capacidade de se regenerar completamente em 
camundongos e humanos, assim ele difere significativamente de outros órgãos, os quais se 
curam através de cicatrização (Fausto et al, 2006; Michalopoulos, 2007; Böhm et al., 2010). Os 
hepatócitos quiescentes e altamente diferenciadas se proliferam e conseguem regenerar o tecido 
original do fígado em alguns dias (aproximadamente 10 dias em roedores) através da expansão 
do tecido hepático remanescente (Böhm et al., 2010), além disso, a proliferação de células 
endoteliais e angiogênese ocorrem para reestabelecer a vasculatura hepática (Michalopoulos, 
2007). No fígado, as redes de regulação desempenham um papel na ativação, proliferação, 
migração, diferenciação e sobrevivência das células requeridas para sua regeneração, e são 
expressas no local da lesão ou atingem o fígado através do sistema circulatório (Böhm et al., 
2010).  
Em mais detalhes sobre alguns dos mecanismos moleculares que regem a 
regeneração hepática: um processo importante para a regeneração do fígado é a formação de 
novos vasos que se dá pela ativação da via de sinalização VEGF, VEGF-A é um gene central 
nesta via e é significativamente up-regulado nos hepatócitos do fígado em regeneração 
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(Taniguchi et al, 2001). Bloqueio de VEGF-A em camundongos, através da neutralização de 
anticorpos, suprimem a proliferação de células endoteliais e também de hepatócitos, impedindo 
o processo regenerativo (Bockhorn et al, 2007; Taniguchi et al, 2001; Van Buren et al, 2008);  
outro fator importante é a via de sinalização Wnt, Wnt-1 e β-catenina são expressas nos 
hepatócitos, β-catenina é translocada logo após hepatectomia parcial (PH) durante a 
regeneração do fígado (Monga et al, 2001). O knockdown de β-catenina prejudicou a 
proliferação de hepatócitos e reduziu taxa de peso fígado/corpo em relação ao camundongo 
controle (Sodhi et al, 2005); estudos in vitro mostraram que o silenciamento ou knockout de 
Notch1 e Jag1 na veia mesentérica superior após PH, levam a supressão da proliferação de 
hepatócitos durante a regeneração do fígado (Kohler et al, 2004; Croquelois et al, 2005 ).  Em 
adição, a translocação da parte intracelular de Notch1 foi observada após 15min depois da 
hepatectomia parcial, seguido de up-regulação de genes alvos conhecidos de Notch, Hes-1 e 
Hes-5 (Kohler et al, 2004). 
 
1.4.1.2  Regeneração do rim 
 
Em contraste com alguns outros órgãos, o rim possui uma importante capacidade 
regenerativa depois de lesões isquêmicas ou agudas. Mas a área de regeneração do rim ainda 
continua controversa, pois há divergências entre as teorias de como este órgão possui essa certa 
capacidade de regeneração em adultos (Humphreys et al., 2014). Existem duas teorias de como 
o rim consegue certa regeneração após uma lesão aguda através da formação de um epitélio 
tubular proliferativo: 1) Células-tronco ou progenitoras produzem um novo epitélio ou 2) A 
desdiferenciação de epitélios que voltam a entrar novamente no ciclo celular e gerar novas 
células epiteliais no local da lesão. Para a primeira teoria, existem trabalhos que mostraram cap 
mesênquima renal possui células progenitoras multipotentes que se auto renovam e 
diferenciam, formando todas as células epiteliais do néfron (Kobayashi et al., 2008; Boyle et 
al., 2008; Herzlinger et al., 1992). Estas pesquisas também geraram marcadores importantes 
para apontar de há indução das células-tronco embrionárias em células progenitoras do rim, 
como o Six2 e OSR1. Através de análises de diferentes linhagens celulares do rim, a proteína 
LGR5 também se mostrou um bom marcador para a população de células progenitoras distais 
durante o desenvolvimento, provendo a noção de que progenitores epiteliais também existiriam 
no rim adulto (Barker et al., 2012); Para a segunda teoria, os trabalhos que corroboram com a 
ideia de que existe desdiderenciação de epitélio que geram novas células epiteliais durante a 
regeneração, mostram que o epitélio de túbulos proximais sobre uma expansão proliferativa 
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após uma lesão para reparar os danos agudos (Witzgall et al., 1994; Cuppage et al., 1967). Outro 
estudo mostrou que a proliferação de células epiteliais ajuda na restauração de células que 
morreram por apoptose ou necrose durante a lesão aguda (Guo et al., 2010). 
Ainda existem outros trabalhos interessantes que demonstram essa capacidade 
regenerativa dos rins: Lin et al. (2006) mostraram que células epiteliais tubulares sobreviventes 
e potenciais células células-tronco renais ou células progenitoras são uma fonte importante para 
a regeneração renal. Ronconi et al. (2009) mostraram que células progenitoras renais humanas 
poderiam regenerar células tubulares e podócitos em adultos; Singaravelu et al. (2009) 
concluíram que as células-tronco  mesenquimais (estromais) podem se diferenciar em uma 
linhagem epitelial renal em modelos de lesões in vivo e in vitro. 
 
1.4.1.3  Regeneração do Endométrio  
 
A camada funcional do endométrio humano é um tecido altamente regenerativo 
submetido a ciclos mensais de regeneração, crescimento, diferenciação e descolamento durante 
os anos reprodutivos femininos (Gargett et al., 2007; Jabbour et al., 2006). A quantidade 
variante dos hormônios estrógeno e progesterona durante os ciclos menstruais orquestram esta 
remodelação do endométrio humano (Gargett et al., 2012). A regeneração endometrial é um 
processo que exige o recrutamento de células tronco mesenquimais, células endoteliais e 
endometriais estromais para renovar o endométrio em cada ciclo menstrual, em um processo 
dependente da resposta a hipóxia, inflamação e outras vias de sinalização (Blanks et al., 2013; 
Bukowska et al., 2015). Alguns trabalhos já identificaram células-tronco adultas no endométrio 
tanto de humano como camundongo, sugerindo que células progenitoras epiteliais e células-
tronco mesenquimais tem papéis importantes na regeneração do endométrio (Du et al., 2010; 
Chan et al., 2004; Schwab et al., 2005; Gargett et al., 2009; Dominici et al., 2006).  
Todo mês o tecido menstrual se regenera sob a influência de estrógeno circulante, 
durante os 4 a 10 dias da fase proliferativa do ciclo menstrual (McLennan et al., 1965). A 
camada funcional (dois terços superiores) do endométrio contém glândulas revestidas com 
epitélio colunar que se estendem da superfície do epitélio até o estroma. Esta camada funcional 
se descolada e solta durante a menstruação e se regenera no próximo ciclo (Spencer et al., 2005; 
Padykula et al., 1991). As glândulas endometriais cercadas por uma densa camada de estroma 
formam a camada basal inferior do endométrio, esta camada é permanente e fornece células 
para gerar um novo endométrio a cada ciclo menstrual (Spencer et al., 2005). Além disso, o 
endométrio também pode se regenerar após o parto seguido de ressecção (Gargett et al., 2007). 
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A regeneração endometrial também pode acontecer após o período de menopausa. 
Neste período, endométrio fica mais fino e atrofia, isto é caracterizado pela presença de algumas 
glândulas tubulares inativas e uma fina camada estromal (Gargett et al., 2012). Esta atrofia é 
resultado de baixos níveis de estrógeno circulantes e apoptose de células sensíveis ao estrógeno 
na camada funcional do endométrio. Mas a proliferação e diferenciação do epitélio, estroma e 
vasculatura pode ser restaurada pela exposição a hormônios esteroides exógenos (Ferenczy et 
al., 1991; Ettinger et al., 1997). Esta importante resposta de proliferação celular ao estrógeno 
durante a regeneração endometrial é controlada por receptores de estrógeno que são expressos 
no endométrio pós-menopausa (Klaassens et al., 2006; Sauer et al., 1993). 
Gaafar et al., . 2014, demonstraram em um trabalho de expressão gênica diferencial 
entre células mesenquimais de endométrio e medula óssea, que as células-tronco mesenquimais 
(MSCs) do endométrio compartilham um core de 52 genes com as MSCs da medula óssea, 
genes estes membros das vias NOTCH, TGFB, FGF e WNT. Mas existem também genes 
preferencialmente expressos no endométrio que parecem dirigir o processo de diferenciação 
das células-tronco mesenquimais durante o ciclo menstrual e regeneração tecidual do 
endométrio, a maioria destes genes incluem citoquinas e fatores de crescimento, como G-CSF, 
GM-CSF, VWF, IL1b, GDF15, KDR, VEGF e G-CSF. 
 
1.4.1.4 Regeneração do coração 
 
Seres humanos adultos não conseguem regenerar o coração após uma injúria ou 
lesão, e esta falha para regenerar o miocárdio infartado é uma das principais causas de morte 
no mundo (Uygur et al., 2016). Apesar disso, todos os mamíferos adultos parecem não ter essa 
capacidade regenerativa cardíaca também, mas alguns vertebrados conseguem regenerar o 
miocárdio durante toda a vida (Lepilina et al., 2006; Poss et al., 2002) . Alguns trabalhos 
indicaram que mamíferos tem um potencial regenerativo durante o desenvolvimento e os 
primeiros dias após o nascimento (O'Meara et al., 2014; Porrello et al., 2011). 
Peixes teleósteos como o peixe zebra podem regenerar completamente muitas 
partes do corpo incluindo cérebro (Kroehne et al., 2011), retina (Vihtelic & Hyde, 2000), 
barbatanas (Johnson & Weston, 1995), medula espinhal (Becker et al., 1997), e o coração (Poss 
et al., 2002).  Em modelos de regeneração cardíaca de peixe zebra, logo após a ressecção do 
ápice ventricular, o sangramento que há no ventrículo é parado pela coagulação na lesão e 
seguido por uma deposição de fibrinas (Lepilina et al., 2006; Poss et al., 2002), assim há 
proliferação de cardiomiócitos para repor o tecido perdido. O pico de proliferação de 
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cardiomiócitos ocorre 14 dias após a ressecção, e 60 dias após a ressecção, quase todo o tecido 
cardíaco perdido foi reconstituído, mantendo suas funções contráteis (Kikuchi and Poss, 2012; 
Poss et al., 2002). 
O coração de mamíferos adultos falhou em mostrar capacidade regenerativa em 
diferentes modelos de lesão/injúria (Kikuchi and Poss, 2012; Rumyantsev, 1977), mas a 
possibilidade de certa janela nesta capacidade de regenerar o coração em crianças já foi 
reportada ao longo do século passado (Macmahon, 1937; Warthin, 1924). Mais recentemente, 
houve trabalhos que reportaram eficientes cirurgias corretivas em coração de crianças (Fratz et 
al., 2011) e recém-nascidos com infarto de miocárdio (Haubner et al., 2015), isto sugere que o 
coração humano também pode ter um potencial regenerativo na janela pós-natal (Uygur et al., 
2016). Em camundongos, evidências robustas foram reportadas sobre a capacidade regenerativa 
em neonatos em vários modelos de regeneração cardíaca, como ressecção ventricular (Porrello 
et al., 2011), infarto do miocárdio (Haubner et al., 2012), crioinfarto (Jesty et al., 2012; Strungs 
et al., 2013), e aperto (clamping) (Bryant et al., 2014). 
Existem mecanismos similares entre espécies que dirigem os modelos de 
regeneração cardíaca, como inflamação, deposição e remodelamento de matriz e proliferação 
de cardiomiócitos. O perfil transcricional da regeneração cardíaca parece recapitular os 
programas transcricionais do desenvolvimento embrionário. Alguns trabalhos mostraram que 
os mecanismos moleculares da cardiogênese durante o desenvolvimento também coordenam a 
regeneração morfológica do coração lesionado/injuriado (Uygur et al., 2016).  Então como no 
desenvolvimento, a regeneração cardíaca começa com as células da mesoderme expressando 
os marcadores Eeomes e Mesp1 (Bondue et al., 2008), os quais regulam o destino celular 
direcionando as células progenitoras cardíacas para uma fase mais madura. Então uma rede de 
regulação gênica inicia o controle fino das células cardíacas progenitoras, regulando a 
diferenciação cardíaca, destinos e identidades celulares (Uygur et al., 2016). Nos estágios 
iniciais de desenvolvimento, a expressão Nkx2-5 e Isl1 são os marcadores destas células 
progenitoras cardíacas (Cai et al., 2003; Ehrman e Yutzey, 1999). Após isso, há a expressão 
específica de cardiomiócitos, Hopx é um marcador neste passo e está expresso em um grupo de 
progenitores (Jain et al., 2015). Hopx é essencial para o destino celular dos cardiomiócitos e 






1.5  Angiogênese e regeneração 
 
A formação e manutenção do tecido sendo regenerado dependem do 
estabelecimento de um novo complexo de capilares. 
Apesar das espécies, do tecido ou estágio de desenvolvimento, a regeneração de 
partes do corpo depende do estabelecimento de um novo complexo de capilarização para nutrir 
o tecido em formação, com redes de capilares, veias, artérias e vasos linfáticos sendo formados 
por um processo chamado angiogênese. A angiogênese é um processo de brotamento de novos 
vasos na base de capilares pré-existentes pela migração e proliferação de células endoteliais, é 
um pré-requisito para qualquer regeneração tecidual, pois proporciona um suprimento contínuo 
de nutrientes e oxigênio ao local de lesão (Andrades, 2013; Drixler et al., 2002; Hankenson et 
al., 2011; Huang et al., 2005; Hobson et al., 2000).  
Um dos principais sinais indutores da angiogênese é justamente a detecção da falta 
de oxigênio no tecido, conhecido como hipóxia. Em condição normal de oxigenação, também 
conhecido como normóxia, a presença de oxigênio permite que os genes Egln1, Egln2 e Egln3 
(PHD2, PHD1 e PHD3) sejam expressos e desempenhem um papel central na supressão da 
expressão e desestabilização da proteína HIF1A (Appelhoff et al., 2004),  a estabilidade da 
proteína HIF1A depende da regulação da família de moléculas PHD, assim HIF1A é 
hidroxilada e degradada nas condições de normóxia, levando ao processo de cicatrização ao 
invés de uma regeneração efetiva.  Quando há a falta de oxigênio e nutrientes, a expressão das 
moléculas da família PHD é inibida e há a expressão e estabilização de HIF1A, principal 
regulador da via de sinalização HIF-1 e da via de sinalização VEGF, neste momento há indução 
da expressão de genes que aumentam (enhance) o fator de crescimento endotelial vascular 
(VEGF) e permitem com que processo angiogênico ocorra (Shweiki et al., 1992; Namiki et al., 
1995; Thom et al., 2014). A via de sinalização de VEGF, uma via angiogênica, é crucial para 
os processos regenerativos porque seu sinal atrai células endoteliais e promove sua 
diferenciação, proliferação e sobrevivência (Cross et al., 2001; Wu et al., 2000; Ma et al., 2009). 
 
1.5.1 Angiogênese e Regeneração cardíaca 
 
Especificamente na regeneração cardíaca, a formação de uma nova rede de vasos 
também é vital para que haja regeneração do tecido lesado (Kleinheinz, 2013). Um contínuo 
suprimento de nutrientes e oxigênio é necessário para que um novo tecido de complexa 
morfologia e arquitetura seja restaurado, assim uma vasculatura dinâmica e funcional é 
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requerida no tecido em regeneração (Uygur et al., 2016).  Em peixe zebra, a ausência de 
neovascularização no local de lesão cardíaca gera cicatrizes fibróticas extensas (Lepilina et al., 
2006). Trabalhos com análise de expressão gênica em peixe zebra conseguiram estabelecer 
reguladores essenciais da angiogênese para uma resposta regenerativa efetiva no coração. Por 
exemplo, a expressão do receptor FGF no epicárdio e a expressão do ligante de FGF no 
miocárdio são importantes para a formação de novos vasos sanguíneos, este processo regula a 
transição da identidade epitelial para mesenquimal do epicárdio, para que se forme a vasculatura 
coronária (Lepilina et al., 2006). Além disso, a sinalização PDGF é requerida para a proliferação 
do epicárdio e formação de uma nova vasculatura durante a regeneração do coração (Kim et al., 
2010), sugerindo também que este processo central para a regeneração recapitula os 
mecanismos moleculares que ocorrem durante o desenvolvimento do coração. 
 
Neste trabalho testamos a hipótese que a expressão de Nf2f2 seja um pré-requisito 
para o processo de regeneração. Esta hipótese foi criada após a observação de que NR2F2 é 
expresso no coração durante o desenvolvimento embrionário e na primeira semana do período 
pós-natal, mas não encontra-se mais expresso no estágio adulto. Estudos recentes demonstraram 
que coração de camundongos é capaz de regenerar durante o desenvolvimento embrionário e 
no período pré-natal, mas esta capacidade é perdida no adulto. Em colaboração com o Prof. Leo 
Kurian, da Universidade de Colônia, na Alemanha, e mais tarde com o Prof. Renato Vicentini, 
do Instituto de Biologia, Unicamp, decidimos verificar se esta possível correlação seria 
confirmada usando conjuntos de dados de RNA-seq e ChIP-seq disponíveis publicamente. Com 
estas análises, primeiramente nós confirmamos a correlação da expressão de Nr2f2 durante o 
período de desenvolvimento embrionário e na janela neonatal de camundongo, onde há 
regeneração cardíaca permissiva, e também que a expressão de Nr2f2 e o potencial regenerativo 
se perdem no coração de adulto. Através do desenho experimental e trabalhos publicados sobre 
a expressão de Nr2f2 durante o desenvolvimento cardíaco, nós determinamos que a expressão 
de NR2f2 seria nas células endoteliais cardíacas durante o período de regeneração permissiva 
neonatal. Quando buscamos por genes co-expressos com a assinatura de Nr2f2 ou diretamente 
regulados por ele, descobrimos uma grande rede de regulação gênica, com muitos genes alvos 
diretos e indiretos de NR2F2 enriquecidos para angiogênese em gene ontology terms e vias de 
sinalização pro-angiogênicas bem conhecidas (HIF-1, VEGF, NOTCH) necessárias para que o 
processo de regeneração cardíaca seja efetivo. Após estabelecer essa forte correlação entre a 
expressão de Nr2f2 e a janela regenerativa cardíaca, onde Nr2f2 estaria controlando uma rede 
angiogênica para permitir a regeneração, nós decidimos expandir as análises para outros órgãos 
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de camundongo e humano e descobrimos uma forte correlação entre a expressão de Nr2f2 e os 
tecidos capazes de regeneração epimórfica. Em conjunto, nossos resultados fornecem 
evidências fortes de que a maioria, se não todos, os processos de regeneração tecidual em 
mamíferos dependem da expressão de Nr2f2 em células endoteliais, para promover a 












































































































NR2F2 expression correlated to regeneration in mammals 
Luis Peinado Nagano1, Renato Vicentini3, Gaurav Ahuja2, Leo Kurian2, Henrique Marques-
Souza*1  
 
1. Department of Biochemistry and Tissue Biology, Institute of Biology, University of 
Campinas, UNICAMP. 
2. Center for Molecular Medicine, University of Cologne, Cologne, Germany  
3. Department of Genetics, Evolution, Microbiology and Immunology, Institute of 
Biology, University of Campinas, UNICAMP. 
 




































2.1  Abstract 
 
 
Tissue regeneration is a biological process entirely dependent on support of oxygen 
and nutrients by the sprouting of a new vasculature in local injury through angiogenesis. Here, 
we propose that Nf2f2 expression is require to regenerative process by prompting cells to 
respond to hypoxia and to induce tissue regenerative responses such as angiogenesis. RNA-seq 
data analyses from zebrafish, mouse and tissue heart samples revealed that Nr2f2 is expressed 
at higher levels in tissues with regenerative capacity. While zebrafishes regenerate heart tissue 
throughout life, mice and human hearts have this capacity only during embryogenesis and in 
the first week after birth, loosing this capacity in adulthood. We then found 2.222 co-expressed 
genes with Nr2f2 trancriptinal signature in regenerative tissues. ChIP-seq data analysis revealed 
that 522 of these co-expressed genes have NR2F2 bind sites in their regulatory/promoter region. 
By looking for potentially genes induced and repressed by Nr2f2 in a gene regulatory network, 
we found many NR2F2 direct and indirect target genes are enriched for angiogenesis GO terms 
and for the known pro-angiogenic signaling pathways HIF-1, VEGF and NOTCH pathways. 
Based on these analyses we propose a hypothetical mechanism by which NR2F2 directly 
activates the transcription of Hif1a and proangiogenic genes, such as VEGF and Notch 
molecules, while directly repressing antagonists of HIF1A and VEGF signaling pathways. Cells 
that expresses high levels of Nr2f2 activates high levels of Hif1a transcription and low levels 
of HIF1A antagonists while cells expressing low levels of Nr2f2 will have lower basal 
expression of Hif1a and low levels of HIF1A antagonists. Upon hypoxia, Nr2f2 highly 
expressing cells will respond more efficiently to hypoxia and, through NR2F2 activate 
additional pro-angiogenic and pro-proliferative factors in the tissue. Strikingly, the correlation 
found in heart samples is found in any tissue with regenerative capacity in mice and humans. 
Nr2f2 high expression is present in organs that always regenerate, like kidney, organs that 
regenerate at certain stages, like the heart or tissues with cyclic regenerative capacity, such as 
the endometrium. It is tempting to foresee that the mechanism proposed here is operating in all 
these regenerative scenarios and that Nr2f2 expression would be sufficient to induce 








2.2  Introduction  
 
The nuclear receptor 2, factor 2 (Nr2f2, also known as chicken ovalbumin upstream 
promoter-transcription factor II - COUP-TFII) is a highly conserved transcription factor that 
belongs to the steroid receptor superfamily and plays important role in a range of processes 
during embryonic development, such as in organogenesis, angiogenesis and metabolism (Tsai 
et al. 1997; Pereira et al., 1999; Wu et al., 2013; Li et al., 2013). In general, NR2F2 acts in these 
different biological processes through its capacity to control cell proliferation and fate decisions 
by modulating transcriptional activities of a large number of target genes (Wu et al. 2013; Lin 
et al., 2010; Pipaón et al., 1999; Qin et al., 2010a, 2010b; Tang et al., 2010, 2012; Xie et al., 
2011; Yu et al., 2012).  
One of the most prominent functions of Nr2f2 is in the establishment of the vascular 
system. NR2F2 homozygous mutant mice present malformations of anterior and cardinal veins 
and died at E10, due to severe hemorrhage in the forebrain through brain vesicles and heart 
(Pereira et al., 1999). During embryonic development, Nr2f2 is expressed in endothelial cells 
in atrial and ventricular epicardium and endocardium (Pereira et al., 1999; Lin et al., 2012). In 
the myocardium, in addition to its expression in endothelial cells, Nr2f2 is expressed in atrial 
cardiomyocytes. NR2F2 expression in cardiomyocyte precursors is determinant for the 
establishment of atrial cardiomyocyte identity, with NR2F2 activating atrial specifying genes 
and repressing ventricle specifying genes (Wu et al., 2013). Embryonic heart depleted of 
NR2F2 function fails to develop atrium, and develop an expanded ventricle as a consequence 
of the lack of the activation of atrial program (Pereira et al. 1999; Wu et al., 2013).  
Tissue regeneration is a biological process also entirely dependent on angiogenesis. 
In mammals, liver, kidney and endometrium are capable of some extend of tissue (epimorfic) 
regeneration throughout life. In general, regeneration is controlled by large number of genes 
such as cytokines, growth factors and transcription factors that are involved in a regulatory 
network in several species and tissues (Fausto et al., 2006 ; Rodius et al., 2016; Sousounis et al. 
2014; Forbes & Rosenthal, 2014). In the liver, this regulatory network plays a role in the 
activation, proliferation, migration, differentiation and survival of cells require for liver 
regeneration, and are expressed at the site of injury or reach the liver via the circulatory system 
(Böhm et al., 2010). In kidney, there are studies that show that surviving tubular epithelial cells 
and potential renal stem or progenitor cells are an important source for renal regeneration (Lin, 
2006). Ronconi et al., 2009 showed that human renal progenitor cells could regenerate tubular 
cells and podocytes in adult; Singaravelu et al., 2009 concluded that mesenchymal stem 
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(stromal) cells can differentiate into a renal epithelial lineage in in vivo and in vitro injury 
models.  Endometrial regeneration is a process that requires recruitment of mesenchymal stem 
cells and endometrial stromal cells to renew the endometrium on each menstruation cycle, in a 
process dependent on response to hypoxic, inflammatory and other signaling pathways (Blanks 
et al., 2013; Bukowska et al., 2015). Different from organs that maintain a regenerative capacity 
throughout life, mouse heart is able to regenerate upon lesion, but this capacity is lost a few 
days after birth (O'Meara et al., 2014; Porrello et al., 2011). This capacity to regenerate heart 
tissue seems to be evolutionarily conserved, as it was also observed in zebrafish (Poss et al., 
2002; Raya et al., 2003). Interestingly, heart regenerative capacity in zebrafish is not lost after 
birth, bing maintained throughout the fish’s life.  
Despite the species, the tissue or developmental stage, regeneration of body parts 
depends on the establishment of capillary, veins and lymphatic vessel networks to nourish the 
regenerated tissue. Angiogenesis, a process sprouting of new vessels on the base of pre-existing 
capillaries by endothelial migration and proliferation, is a pre-requisite to any tissue 
regeneration because it grants a continuous supply of nutrients and oxygen to injury site 
(Andrades, 2013; Drixler et al., 2002; Hankenson et al., 2011; Huang et al., 2005; Hobson et 
al., 2000). Thus hypoxia is a major inductor of angiogenesis in regeneration, since lack of 
oxygen and nutrients induce the expression of genes that enhance vascular endothelial growth 
factor (VEGF) and angiogenesis (Shweiki et al., 1992; Namiki et al., 1995; Thom et al., 2014). 
VEGF signaling pathway, an angiogenic pathway, is crucial to regenerative processes because 
its signal attracts endothelial cells and promotes their proliferation, differentiation and survival 
(Cross et al., 2001; Wu et al., 2000; Ma et al., 2009).  
Although there is no direct evidence of a role of Nr2f2 in regeneration, we reasoned 
that this could be the case due to the involvement of Nr2f2 in biological processes that are 
intrinsically link to regenerative responses, such as cell proliferation (Lin et al., 2010; Chen et 
al., 2012), differentiation (Wu et al., 2013; Xie et al., 2011) and migration (Qin et al., 2010a-b; 
Lin et al., 2010), angiogenesis (Pereira et al., 1999; Lin et al., 2010; Qin et al., 2010a-b), cell 
survival (Yu et al., 2012). In addition, Nr2f2 affects several signaling pathways known to play 
roles during regeneration, such as Notch (You et al., 2005; Chen et al., 2012), Wnt (Okamura 
et al., 2009; Xie et al., 2011), VEGF (Pereira et al., 1999; Qin et al., 2010a-b; Lin et al., 2010), 
etc. 
In this study, we propose that Nf2f2 expression is prerequisite to regeneration, 
precisely through its role in controlling angiogenesis. By analyzing RNA-seq and ChIP-seq 
dataset publicly available, we discovered a strong correlation between Nr2f2 expression and 
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tissues capable of epimorphic regeneration. By looking for potential genes induced and 
repressed by Nr2f2 in a gene regulatory network, we found many NR2F2 direct and indirect 
target genes enriched in angiogenesis GO terms and known pro-angiogenic signaling pathways. 
Taking together, our results provide strong evidences that most, if not all, process of tissue 
regeneration in mammals depend on the expression of Nr2f2 in endothelial cells, to promote 
angiogenesis and reestablish tissue homeostasis. 
 
2.3 Materials and methods 
 
2.3.1 ChIP-seq Analysis 
 
 The NR2F2 ChIP-seq and input raw sequence files were downloaded from 
GSE46498 (Wu et al., 2013). After aligning the reads with Bowtie2 to mm10, peak calling was 
done with MACS 2 (http://liulab.dfci.harvard.edu/MACS) with a cutoff p value set at 10−3 to 
reach approximetely the 5982 target genes quoted in Wu et al., 2013. Binding sites were defined 
at a false discovery rate of 1 % and having four-fold more experimental tags than the control 
using the HOMER (Hypergeometric Optimization of Motif EnRichment) analysis package. 
Gene calling was based on the presence of COUP-TFII binding sites within 50 kb of the gene 
margin. 
 
2.3.2 RNA-seq analysis  
 
We performed a full RNA-seq analysis for zebrafish heart and human endometrial 
data sets, we download the RNA-seq raw data from Gene Expression Omnibus, GEO NCBI 
(zebrafish heart control accession number is GSE71755; zebrafish 21 days post fertilization is 
GSE95118; human endometrial is GSE86491). FastQC analysis (v0.11.7) was implemented to 
evaluate the quality of the RNA-seq experiments. Single and paired-end mRNA sequence tags 
were mapped on the Zebrafish Genome (GRCz10) and Human Genome (GRCh38) by Tophat 
(v1.4.1) (-r 200 –G –no novel juncs). Cufflinks (--compatible-hits-norm –b –u) was used to 
assemble transcripts and estimate transcript abundances. Transcript abundance estimates are 
measured in fragments per kilobase per million fragments mapped (FPKM). And we performed 
Cuffdiff (-b –u –L) module to determine differentially expressed genes. 
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Ventricle and isolated cardiomyocytes pre-analysed RNA-seq data sets were 
downloaded from GEO, accession number GSE64403. We performed Pearson correlation > 0.9 
from HMISC (R package) to search for the co-expressed genes with Nr2f2 signature.  
The public Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery 
(DAVID, http://david.abcc.ncifcrf.gov/) were used for gene functional annotations (GO). 
2.3.3  Statistical analysis 
 
 All human and mouse pre-analysed RNA-seq data-sets from regenerative and 
non-regenerative organs (heart, liver, kidney, hindbrain, forebrain, lung and intestine) were 
download from Encyclopedia of DNA Elements database (ENCODE). We performed log10-
transformation on FPKM values of the RNA-seq data sets and fold change normalized to the 
first developmental stage of human and mouse data. Statistical analysis was performed on 
relevant data using Student's two-tailed t-test on GraphPad Prism software package including 
zebrafish heart and human endometrial data. P < 0.05 was considered statistically significant. 
2.4  Results 
 
Heart tissue in certain metazoans is capable of regeneration after injury. While 
certain organisms, such as the zebrafish, where heart is able to regenerate during embryogenesis 
and throughout the fish’s life, in mammals, heart regeneration is observed in embryos and in 
neonates, but is lost during adult life (Porrello et al., 2011). Although no direct correlation 
between NR2F2 and regeneration has been made, we reasoned that (1) all the processes 
controlled by NR2F2 during development are active during differentiation and (2) NR2F2 is 
expressed in the heart of mouse embryos but this expression is significantly reduced in adult 
hearts (Pereira et al., 1999; Lin et al., 2011).  
We began this study by comparing transcriptome datasets of heart tissue from 
zebrafishes, mice and humans for the expression of Nr2f2. In zebrafish, Nr2f2 expression is 
detected in the heart of 21 days post fertilization larvae and also in the adult heart (Fig. 1). In 
mice, Nr2f2 is expressed in embryo and neonate, but is significantly reduced in adult heart (Fig. 




    
 
Figure 1. Nr2f2 expression correlates with heart regenerative tissue in zebrafish, 
mice and humans. Error bars denote standard deviation. *P<0.05; ***P<0.001 (ANOVA). 
 
In other to assess the cellular context of the positive correlation between Nr2f2 
expression and heart regenerative condition, we analyzed RNA-seq datasets from samples 
collected from whole ventricle, where cardiomyocytes and endothelial cells are present (Lin et 
al., 2012) and samples from cardiomyocytes isolated from whole heart, containing only atrial 
and ventricular cardiomyocytes. During embryogenesis, Nr2f2 is expressed in atrial 
cardiomyocytes (Pereira et al., 1999; Lin et al., 2012; Wu et al., 2013) and in endothelial cells 
in the heart (Lin et al., 2012). To generate this dataset O'Meara et al., (2014) collected whole 
ventricle samples from postnatal (vP0, vP4 and vP7) and adult (vAd) mice and isolated 
cardiomyocytes sorted from whole heart samples of postnatal mice (iP0, iP4 and iP7).  
In whole ventricle samples, Nr2f2 was found highly expressed in all three time 
points during the first postnatal week, but its expression is practically abolished in the adult 
ventricle cells (Fig. 2). Strikingly, in isolated cardiomyocytes Nr2f2 expression is practically 
undetectable in all three time points during the first postnatal week, at levels even lower than 
the expression in the adult ventricle (Fig. 2). These results indicate that the Nr2f2 expression 
positively correlated with regenerative conditions is probably due to its expression in 





Figure 2. Nr2f2 expression in neonatal and adult mice during heart development 
 
We then look for possible functional signatures of NR2F2 by looking for genes with 
expression positively or negatively correlated with Nr2f2 expression in the neonatal and adult 
ventricle RNA-seq datasets. We found 2.222 genes co-regulated with Nr2f2, being 1471 genes 
with expression positively correlated with NR2F2 expression (potentially induced targets) (Fig. 
3a) and 751 negatively correlated (potentially repressed targets) (Fig. 3b). We performed 
functional annotation analysis on these genes and angiogenesis (p-value 1,4E-05) is among the 






Figure 3. (a) Heatmap of genes potentially induced by Nr2f2 in ventricle transient regenerative 
condition. (b) Heatmap of genes potentially repressed by Nr2f2 in ventricle transient 
regenerative condition. (c) 10 most enriched functional annotation terms by DAVID 
Bioinformatics Sources (http://david.abcc.ncifcrf.gov) for genes potentially regulated by 
NR2F2 in ventricle transient regenerative condition RNA-seq data set. 
 
We then analyzed a ChIP-seq data performed with samples of embryonic mice atria 
(Wu et al., 2013). Through this analysis we would have access to all NR2F2 direct 
transcriptional targets in heart endothelial cells, in a developmental stage capable of 
regeneration. For this analysis, we asked which of the 2222 genes co-regulated with Nr2f2 
would have NR2F2 binding sites in their genomic region. From all genes tested, about 24% 
(522) display NR2F2 binds sites in their regulatory/promoter (Figure 4). The ChIP-seq data 
identified 27% of the 1471 genes positively correlated with NR2F2 and 16% of the 751 






Figure 4. Nr2f2 co-expressed genes in transient regenerative condition (ventricle 
RNA-seq dataset) and co-expressed genes found in E13.5 Atria NR2F2 ChIP-seq. Number of 
co-expressed genes that are potentially induced or repressed by NR2F2. 
 
Interestingly, when we restricted the search for functional signatures of NR2F2 
using the genes that are not only co-expressed with, but also possibly directly regulated by, 
NR2F2, angiogenesis stands as the most enriched biological process (p-value 1,3E-08) (Fig. 5). 
Additionally, heart development (p-value 4,1E-06), positive (p-value 2,1E-04) and negative (p-
value 1,4E-04) transcript regulation and blood vessel morphogenesis (p-value 2,4E-04) figure 





Figure 5. 10 most enriched functional annotation terms by DAVID Bioinformatics Sources 
(http://david.abcc.ncifcrf.gov) for common genes among NR2F2 ChIP-seq in E13.5 atrium and 
genes potentially regulated by Nr2f2 in ventricle transient regenerative condition RNA-seq data 
set. 
 
We then searched the list of genes potentially regulated by Nr2f2 for known 
signaling pathways in KEGG database. In line with a potential role of Nr2f2 endothelial 
expression in regeneration we found enrichment for vascular endothelial cell pathway (VEGF 
signaling pathway), hypoxic pathway (HIF-1 signaling pathway) and Notch signaling pathway 
(Fig. 6). Within the three signaling pathways, NR2F2 seems to act as a direct regulator of genes 
with the same (activator) or opposite (repressor) expression pattern, with almost half of the 
genes identified as direct targets of NR2F2 in the ChIP-seq data analysis (asterisk in Figure 6). 
While NR2F2 seems to play a direct role in activating the Notch pathway, the gene seems to 
act both, as an activator or a repressor of genes of the VEGF and HIF-1 signaling pathways.  
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Figure 6. A Nr2f2-dependent gene regulatory network in ventricle transient regenerative 
condition. 
 
The capacity to regenerate lost part is also observed in organs such as liver, kidney 
and uterine endometrium. To find out whether this potential role of Nr2f2 expression in heart 
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regeneration could be extrapolated to other tissues, we compared the expression profile of Nr2f2 
in RNA-seq datasets from different mouse tissues with or without adult regenerative capacity 
from embryos, neonate and adult samples. Although having different regenerative capacities, 
all of these tissues express Nr2f2 during embryogenesis. While hindbrain is devoid of postnatal 
regenerative capacity, the forebrain may have some regenerative capacity in neonate (Smith et 
al., 1986). Heart, kidney and liver display regenerative capacity right after birth, but while 
regeneration is lost in the adult heart, as seen above, liver and kidney maintain this regenerative 
capacity during adult life (Fausto et al, 2006; Michalopoulos, 2007; Böhm et al., 2010; 
Humphreys et al., 2014; Barker et al., 2012; Kobayashi et al., 2008; Boyle et al., 2008; 
Herzlinger et al., 1992). In our hypothesis, just as observed for heart samples, tissues that lose 
their regenerative capacity at any given time would also display significantly reduced Nr2f2 
expression. Strikingly, this hypothesis stand through for all conditions analyzed (Fig. 7). Nr2f2 
is highly expressed in all tissue and stages in which regeneration is observed, namely all 
embryonic tissues, neonatal forebrain, heart, kidney and liver and in adult kidney and liver, 
while being significantly reduced in all tissue unable to regenerate, namely neonatal and adult 
brain tissue and adult heart tissue (Fig. 7). 
 
Figure 7. Nr2f2 expression in regenerative and non-regenerative organs during mice 
development. Error bars denote standard deviation. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 
(ANOVA) between embryo and neonate, embryo and adult. 
 
 
We then tested whether this correlation would also apply for humans. For this 
analysis, we used lung, intestine and heart as tissues devoid of adult regeneration and liver as a 
tissue able to regenerate in adult humans (Fausto et al, 2006; Michalopoulos, 2007; Böhm et 
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al., 2010). Similarly to what was observed in mice, Nr2f2 fetal level of expression is maintained 
in adult liver, while significantly reduced in the heart, lung and small intestine (Fig. 8). 
 
 
Figure 8. Nr2f2 expression in regenerative and non-regenerative organs during human 
development. Error bars denote standard deviation. *P<0.05; ***P<0.001 (t-Test) between 
fetus and adult. 
 
Finally, we asked whether this potential role of Nr2f2 in tissue regeneration could 
be dynamically controlled in a human tissue with periodic regenerative events. The 
endometrium, the outermost layer of the uterus, is monthly regenerated in females at 
reproductive ages. We analyzed a human RNA-seq dataset performed with endometrial samples 
collected at the proliferative phase and from seven to nine days after ovulation, when no event 
of tissue regeneration is expected. In line with our findings, Nr2f2 is expressed in adult 
endometrium and its expression correlates with the different phases of the menstrual cycle. 
While highly expressed during the proliferative (regenerative) phase, Nr2f2 expression is 
significantly reduced about one week after ovulation (Fig. 9). 
 
 
Figure 9. Nr2f2 expression in endometrium during proliferative phase (pp) and days after 
39 
 
ovulation. Error bars denote standard deviation. *P<0.05 (t-Test) between proliferative phase 




Tissue regeneration has long being a holy grail in Life Science research due to its 
impact on patient lives that need limb, organ or tissue repair or replacement. This work brings 
the first evidence that one gene could be the trigger to allow tissue regeneration in mammals. 
We first show that Nr2f2, a gene widely known to play a role in cell fate decision and 
organogenesis in mammals, is highly expressed in several tissues with regenerative capacities 
compared to tissues without. Our analysis of tissue-specific samples from mice hearts revealed 
that the cellular source of Nr2f2 expression is not due to its expression in cardiomyocytes, but 
rather an expression in endothelial or in the connective tissue. 
 
Gene regulatory network correlated with Nr2f2 in regenerative tissues 
By dissecting further these mice heart RNA-seq datasets, we found over two 
thousand genes whose expression were also correlated with regenerative tissues, either 
positively, like Nr2f2, or negatively. In order to determine which of these genes are indeed 
regulated by NR2F2 in heart tissue Nr2f2 gain or loss-of-function analysis in heart tissue must 
be performed. It is noteworthy that some of these genes could be upstream regulators of Nr2f2 
in heart regenerative conditions. Our analysis of a ChIP-seq data performed for NR2F2 in mice 
hearts revealed that over five hundred genes found to correlate with Nr2f2 and heart 
regenerative condition we actually bound by NR2F2 in their regulatory regions during heart 
development (Wu et al., 2013). Within all genes potentially regulated by NR2F2 in heart 
regenerative conditions, we found enrichment for Hypoxic Induction Factor pathway (HIF-1 
signaling pathway), Vascular Endothelial Growth Factor pathway (VEGF signaling pathway) 
and Notch signaling pathway. Strikingly, these three pathways are important signals for tissue 
regeneration (Nakada et al., 2017; Wan et al., 2008; Cross et al., 2001; Wu et al., 2000; Ma et 
al., 2009; Kohler et al, 2004; Croquelois et al, 2005).  
HIF1A signaling pathway is involved in tissue regeneration through its ability to 
transduce the signaling cascade activated by hypoxia. Reduction of oxygenation and nutrients 
in damaged tissue induce a hypoxia response mechanism through HIF1A signaling transduction 
(Pugh & Ratcliffe, 2003; Krock et al., 2011; Liu et al., 1995; Forsythe et al., 1996) and this 
pathway leads to the activation of VEGF signaling pathway that leads to endothelial cell 
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migration and proliferation (Shimizu et al., 2001; Sato et al., 2001), new blood vessel formation 
to grant oxygen and nutrients for cell proliferation (Drixler et al., 2002; Hankenson et al., 2011; 
Krock et al., 2011) so the tissue can regenerate and reestablish its homeostasis (Oshima et al., 
2005; Deasy et al., 2009). Notch signaling pathway has also been reported to play a role in 
tissue regeneration. In liver, Notch pathway stimulates hepatocyte proliferation (Kohler et al, 
2004; Croquelois et al, 2005), while in zebrafish, Notch pathway promotes cardiomyocyte 
proliferation during cardiac regeneration (Raya et al., 2003; Jopling et al., 2010). 
In this work we found that NR2F2 binds directly to Hif1a promoter region and 
correlates positively with Hif1a expression in heart regenerative conditions. Nr2f2 expression 
also binds directly and correlates positively with HIF1A target genes Edn1 and Nos3. When 
activated by HIF1A signal transduction, these genes regulate vascular tone (Cardillo et al., 
2000; Melillo et al., 1995; Pugh & Ratcliffe, 2003) and stimulate VEGF signaling and 
neovascularization (Salani et al., 2000; Aicher et al., 2003).  
Corroborating with a positive role for NR2F2 in promoting HIF1A signal 
transduction, we found that NR2F2 binds directly to the promoter region of the genes Egln1 
and Egln3, both negatively correlated with Nr2f2 expression (Fig. 6). These two genes code for 
HIF prolyl hydroxylase domain (PHD) enzymes that blocks HIF1A signal transduction by 
targeting HIF1A for proteosomal degradation in the presence of oxygen molecules (Maxwell 
et al., 1999; Kamura et al., 2000; Paltoglou et al., 2007).  
Corroborating with a positive role for NR2F2 in promoting VEGF signal 
transduction, we found that NR2F2 binds directly to the promoter region of the gene Flt1, whose 
transcription correlates negatively with Nr2f2. FLT1 acts as a decoy receptor on VEGF 
signaling pathway, sequestering VEGF from VEGFR-2 binding and blocking VEGF signaling 
transduction (Fischer et al., 2008). A negative regulation of Flt1 by NR2F2 has already been 
demonstrated (Qin et al., 2010b), and this negative role of FLT1 has been shown to prevent 
blood endothelial cell proliferation and sprouting (Xu et al., 2015). In line with our model, 
others have shown that Nr2f2 promotes sprouting of lymphatic vessels through activation of 
VEGF signaling (Lin et al. 2010) and that depleted embryos fail to transduce VEGF signaling 
due to the down regulation of the Nr2f2-dependent expression of VEGF receptors (Pereira et 
al., 1999).  
In addition to act on genes of HIF1A and VEGF signaling pathways, NR2F2 seems 
to act in tissue responses to regeneration via direct regulation of the AKT signaling patways. 
We found that NR2F2 binds directly to Akt3 and transcription of both genes correlate positively 
with regenerative conditions in mice hearts. AKT signaling pathway controls endothelial cell 
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migration and survival (Morales-Ruiz et al., 2000; Kureishi et al., 2000; Dimmeler et al., 2000; 
Fujio & Walsh, 1999) and tissue growth (Chen et al., 2001; Rother et al., 2000; Cho et al., 
2001).  
Finally, we showed that almost all genes of the Notch signaling pathway correlated 
with Nr2f2 expression are bound by NR2F2 in the promoter/regulatory region (Fig. 6). Nr2f2 
correlates positively with Notch1 and Jag1 and these genes are bound by NR2F2 during heart 
development in mice. Nr2f2 has already been shown to regulate Notch signaling pathway to 
define arterial-venous identity (Li-Ru et al., 2005). Interestingly, these two genes here proposed 
to be regulated by NR2F2 in heart regenerative tissue in mice have already been correlated with 
tissue regeneration, since silencing or knockout of Notch1 and Jag1 blocks liver regeneration 
by the suppression of proliferation of hepatocytes (Kohler et al, 2004; Croquelois et al., 2005). 
 
Model for a role of NR2F2 in hypoxia signal transduction 
Hypoxia-induced tissue regeneration is dependent on the stabilization of the HIF1A 
protein. Cells constantly express Hif1a and, in homeostasis, PHD enzymes constantly target 
HIF1A for degradation. Therefore, the final HIF1A content depends on (1) the level of the gene 
transcription and protein translation and (2) the rate of proteosomal degradation that is, in turn, 
dependent on the amount of the PHD enzymes and the levels of oxygen. It is expected that 
HIF1A signal transduction will only happens when the levels of stable HIF1A protein reach a 
certain threshold, here named “signaling threshold”. Bellow this threshold, HIF1A signal 
transduction is blocked and no hypoxia-induced regenerative response is observed. For clarity, 
we will define HIF1A as the substrate, PHD enzymes as the enzymes and oxygen as the 
catalyzer for the reaction that will result in HIF1A degradation. When the reaction does not take 
place, the substrate HIF1A will become available for another reaction, namely target gene 
transcriptional activation. 
Our work demonstrated that, in heart regenerative tissue, Nr2f2 expression is high 
and the basal transcriptional level of Hif1a is also high, while the basal expression of the PHD 
enzymes is low (Fig. 10, box A). Therefore, Nr2f2 highly expressing cells will have more 
substrate, plenty of the catalyzer but little of the enzymes. In normoxia, although oxygen 
molecules are available for HIF1A hydroxylation, the enzymes that perform this task are not 
abundant and, in contrast, the basal level of HIF1A, to be either stable or degraded, is high (Fig. 
10, box A). Therefore, one can predict that the levels of stable HIF1A would not be drastically 
reduced in cells expressing high levels of Nr2f2. Upon hypoxia, since the amount of stable 
HIF1A in these cells is not drastically reduced, reduction of oxygen levels will reduce the 
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capacity of PHD enzymes to degrade HIF1A and the amount of stable HIF1A will reach the 
highest levels of signal transduction (Fig. 10, box B).  
 
Figure 10 – Hypothetical role for NR2F2 in hypoxia-induced regenerative response.  
 
In tissues where Nr2f2 expression is low, the basal transcriptional level of Hif1a is 
also low, while the basal expression of the PHD enzymes is high (Fig. 10, box C). Cells that 
express low levels of Nr2f2 will have less substrate, plenty of the catalyzer and more enzymes 
(Fig. 10, box C). On can predict that, in normoxia, high amounts of enzymes and oxygen 
molecules will result in the degradation of most of the HIF1A produced in the cell. This cell 
probably displays the least activity of HIF1A signal transduction. Upon hypoxia, reduction of 
oxygen levels will reduce HIF1A degradation, but the content of stable HIF1A remaining might 
not meet the signaling threshold due to its low transcriptional activity (Fig. 10, box B). As a 
consequence, hypoxia would favor the stabilization of HIF1A but the final amount of stable 
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HIF1A might not be enough to meet the threshold for HIF1A signal transduction, making the 
system less responsive to hypoxia. 
 
NR2F2 confers cells responsiveness to hypoxia 
Based on our model, we propose that NR2F2 acts on HIF1A signaling pathway by 
establishing a transcriptional profile that create a highly responsive scenario to hypoxia. By 
activating Hif1a and repressing enzymes that degrade HIF1A, NR2F2 confers cells with the 
capacity to activate HIF1A target genes and initiate the tissue response to hypoxia through 
VEGF and other pathways that induce angiogenesis and cell proliferation. 
Based on this model we hypothesized that by increasing Nr2f2 expression in 
hypoxia the basal levels of Hif1a will increase, while the basal levels of oxygen-dependent 
HIF1A-degrating enzymes Egln1 and Egln3 will decrease, favoring HIF1A signal transduction 
and all downstream molecular and cellular responses, such as VEGF signal transduction, cell 
proliferation, and angiogenesis through endothelial cell migration and proliferation (Cross et 
al., 2001; Wu et al., 2000; Ma et al., 2009). 
 
Nr2f2 expression correlated with tissue and organ regeneration in mammals 
With the finding that Nr2f2 expression was not correlated with cardiomyocytes, a 
heart specific cell type, we decided to test if Nr2f2 high expression would correlate with 
regenerative capacity of other organs in mammals. 
By exploring a wide range of RNA-seq dataset from zebrafishes, mice and humans 
we found out that tissues with regenerative capacity express higher levels of Nr2f2 expression 
then tissue that are unable to regenerate. This correlation stands true even for tissues that are 
able to regenerate at one developmental stage but loses this ability later in development, like 
the mammalian heart (Fig. 7 and 8), or for tissues that cycle between regenerative and non-
regenerative states, like the endometrium (Fig. 9). 
Our work suggests for the first time the existence of a mechanism of transcriptional 
control of HIF1A signaling molecule and pathway enzymes by NR2F2 that might have a direct 
impact in tissue regeneration. Strikingly, this gene network controlled by NR2F2 seems to be 
active and conferring cells to hypoxia-induced regeneration in many different cellular and tissue 
contexts, across species and developmental stages. Whether this gene network is necessary or 
even sufficient to induce regeneration upon tissue injury still needs to be determined. 
Interestingly, the three species analyzed share heart regenerative capacity until 
postnatal period and there are evidences that they share similar many aspects of heart 
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differentiation, such as inflammation, matrix deposition and remodeling and cardiomyocyte 
proliferation (Uygur et al., 2016). Throughout animal phylogeny, the transcriptional profile of 
cardiac regeneration seems to recapitulate the transcriptional programs of embryonic 
development (Uygur et al., 2016). Angiogenesis, the sprouting of new vasculature in injured 
heart, has been reported to play a major role in heart regeneration in zebrafish (Lepilina et al., 
2006) and rodents (Porrello et al., 2011, 2013). The genes Eeomes, Mesp1, Nkx2-5, Isl1 and 
Hopx are expressed during embryonic development and regulate cardiac development and fate 
(Bondue et al., 2008; Cai et al., 2003; Ehrman and Yutzey, 1999; Jain et al., 2015), these genes 
are reactivated during cardiac regeneration (Uygur et al., 2016). Interestingly, Nr2f2 is a central 
gene in the heart development and angiogenesis during embryogenesis (Pereira et al., 1999; Wu 
et al., 2013), and its expression is maintained high up to the neonatal regenerative window (Fig. 
2), being lost in the adult heart. This leads us to infer that overexpressing Nr2f2 in adult heart 
mice could reactivate all NR2F2 target genes found in neonatal RNA-seq data, consequently 
reactivating the regenerative capacity in adult heart. 
In line with our findings, it has been recently showed that gradual exposure of 
hypoxaemia in adult heart mice induces regeneration in myocardial infarction model (Nakada 
et al., 2017). The oxygen rate was decreased to 1% at the beginning of the experiment and 
maintained at 7% for two weeks. This resulted in inhibition of oxidative metabolism, decreased 
reactive oxygen species production and oxidative DNA damage and reactivation of 
cardiomyocyte mitosis. This exposure to hypoxia induced the improvement of systolic function 
of ventricle and decreased myocardial fibrosis, allowing a more effective regeneration of 
cardiac tissue through the proliferation of pre-existing cardiomyocytes. Thus they demonstrated 
that the mechanisms that control embryonic heart development and cardiac regeneration in 
neonates can be reactivated in adults by inducing the hypoxia signal.  
 
Clinical implications of our findings 
 
Nr2f2 has already been cited as a promising target for antiangiogenic therapy in the 
treatment of cancer. Qin et al., (2010ab) have shown that blocking Nr2f2 can prevent the 
formation of new vessels around the tumor, suppressing cancer cells proliferation and 
consequently tumor growth due to lack of oxygenation and nutrients. Recently, Nakada et al., 
(2017) demonstrated that hypoxia signal induction reactivated cardiomyocyte mitosis leading 
to cardiac regeneration in adult mice. VEGF, on the other hand, was shown to have only minor 
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effect on angiogenic factors to promote neovascularization in infarcted heart (Simón-Yarza et 
al., 2012).  
It is possible that the mechanism for a role of NR2F2 in heart regeneration, 
proposed in our work, could represent a major hypoxia-activated regenerative mechanism with 
broad applications in regenerative medicine. Furthermore, this mechanism could also act on 
other biological processes in which angiogenesis is activated through hypoxia, such as cancer. 
It will be interesting to see whether these processes could be controlled by modulating the gene 
regulatory network controlled by NR2F2 proposed in our work. 
At the moment, our group is testing these potential roles of NR2F2 in hypoxia signal 
transduction and angiogenesis in vitro and generating transgenic mice expressing Nr2f2 
conditionally in endothelial cells to test whether NR2F2 would indeed by necessary and 












Supplementary Figure 1 – NR2F2 potential targets in red in HIF-1 signaling pathway 
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3  Conclusão  
 
 
Neste trabalho, a expressão de Nr2f2 foi correlacionada com a capacidade de 
tecidos e órgãos regenerarem e com diversos genes ligados à angiogênese, com diferentes 
contextos regenerativos em peixes e mamíferos. Nossos resultados mostraram que o NR2F2 
pode desempenhar um papel central no controle de uma grande rede de regulação gênica 
envolvida na angiogênese durante a condição regenerativa transiente no coração de 
comundongos. Como a angiogênese é um pré-requisito para a regeneração em qualquer tecido, 
pois fornece oxigênio e nutrientes para o tecido lesado (Andrades, 2013; Drixler et al., 2002; 
Hankenson et al., 2011; Huang et al., 2005; Hobson et al. , 2000), permitindo a proliferação das 
células locais (Sato et al., 2001; Pollina et al., 2008) e que o tecido possa restabelecer sua 
homeostase, a relação entre Nr2f2 e estes processos, descrita neste trabalho, poderiam também 
ser um pré-requisito para a regeneração cardíaca e tecidual. Nossos achados sugerem a 
existência esta rede gênica pró-angiogênica controlada por NR2F2 que está preferencialmente 
ativa em condições regenerativas de diversos contextos celulares e de tecidos diferentes, entre 
espécies e estádios de desenvolvimento. Apesar disso, se esta rede genética é necessária ou 
mesmo suficiente para induzir regeneração após perda de tecido ainda precisa ser determinada. 
Outro ponto interessante é que uma vez que a molécula VEGF já não se mostrou ser um fator 
angiogênico muito efetivo para promover a neovascularização no coração infartado (Simón-
Yarza et al., 2012), NR2F2 pode se tornar uma potencial nova molécula angiogênica a ser 
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